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RESUMEN 
 
La brucelosis es una enfermedad reproductiva de los animales que ocasiona 
pérdidas económicas y afección a la salud pública humana. Se realizó un 
estudio de tipo no experimental transversal cuyo objetivo fue aislar y 
biotipificar Brucella spp., de bovinos y porcinos sacrificados en el Centro de 
Faenamiento de Tulcán. Durante el sacrificio se tomaron muestras de 
sangre, hígado, bazo y ganglios linfáticos de 282 bovinos y 283 porcinos. Las 
muestras de sangre fueron analizadas con las pruebas serológicas Rosa de 
Bengala (RB) y Seroaglutinación Lenta en Tubo en presencia de EDTA 
(SAT-EDTA), resultando el 3.90% (11/282) de animales seropositivos. Las 
vísceras y ganglios de los animales seropositivos fueron sometidos a 
maceración y cultivadas en el medio selectivo Farrell, obteniéndose el 
45.45% (5/11) de aislamientos que, al ser sometidos a pruebas bioquímicas y 
de crecimiento con colorantes, fueron identificados como Brucella abortus 
biovar 4 (3 cepas) y Brucella abortus biovar 1 cepa de campo (2 cepas), 
provenientes de animales del cantón Tulcán y Montúfar de la Provincia del 
Carchi. Los aislamiento obtenidos a partir de muestras de ganglios linfáticos 
fueron del 45,45% (5/11), bazo 18,18% (2/11) y 0% (0/11) hígado. Los 
porcinos muestreados fueron negativos a las pruebas serológicas. En 
conclusión, a partir de muestras de ganglios linfáticos de los animales 
seropositivos, se aisló Brucella abortus 1 y 4 como causantes de brucelosis 
en los bovinos sacrificados en el Centro de Faenamiento de Tulcán, por lo 
que se recomienda continuar con la identificación de cepas circulantes por un 
tiempo más prolongado. 
 
PALABRAS CLAVE 
Brucella abortus/BOVINOS/ PORCINOS/ TULCÁN/ AISLAMIENTO/ 
BIOTIPIFICACIÓN/SEROLOGÍA 
xi 
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INTRODUCCIÓN 
 
La brucelosis llamada también enfermedad de Bang (en bovinos) es una 
enfermedad zoonósica causada por bacterias del género Brucella que 
pueden afectar a varios hospedadores animales como: bovinos (Brucella 
abortus), ovinos (Brucella ovis), caprinos (Brucella melitensis), suinos 
(Brucella suis), y caninos (Brucella canis). La brucelosis es de difícil 
erradicación y afecta a hembras ocasionándoles: abortos, nacimiento de 
crías débiles y en machos produce orquitis. Se caracteriza por las grandes 
pérdidas económicas que provoca, y su afección en la salud de la población. 
Las personas pueden contraer la infección por brucelosis al ingerir productos 
y subproductos contaminados de un animal infectado (John et al., 2010) y, al 
mantener contacto directo con material infectado de animales positivos, lo 
que representa un serio peligro para las personas vinculadas al trabajo con 
animales como: ganaderos, veterinarios, laboratoristas y personal de centros 
de faenamiento (UGT, 2009). Existen 5 especies y 17 biovariedades de 
Brucella que pueden contagiar a los animales y al ser humano. La 
importancia que tiene el aislamiento e identificación de Brucella spp., radica 
en el aporte al conocimiento de la ecología de la enfermedad, ya que cada 
país tiene la responsabilidad de conocer la especie y biovariedad de Brucella 
que se encuentre distribuida en su territorio al momento de implantar 
programas de control y/o erradicación (DAFF, 2009; Samartino, 2002) 
En la sierra centro-norte del Ecuador, se han reportado prevalencias que van 
del 1,3 al 10,62% (AGROCALIDAD, 2009) que, conjuntamente con el 
sistema tradicional de crianza de varias especies animales predisponen el 
desarrollo de la enfermedad. En la provincia del Carchi se ha reportado una 
prevalencia de brucelosis bovina de 3.4%. (Encuesta Nacional de Brucelosis, 
Tuberculosis y Garrapatas-CIZ-MAGAP, datos no pubicados). 
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El presente estudio aplicó las técnicas serológicas y microbiológicas 
establecidas por el Centro Internacional de Zoonosis para la identificación de 
las cepas circulantes a partir del cultivo microbiológico de ganglios linfáticos y 
órganos de animales sacrificados en el Centro de Faenamiento de Tulcán de 
la provincia del Carchi. 
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CAPÍTULO I 
 
EL PROBLEMA 
 
Planteamiento del Problema 
 
La brucelosis, es una enfermedad de distribución mundial inscrita en la 
lista de enfermedades comunes a varias especies (OIE, 2013), que ocasiona 
cuantiosas pérdidas económicas y problemas en la salud pública. Acha & 
Szyfres, 2001, estimaron pérdidas anuales de 600 millones de dólares 
causadas por brucelosis bovina en Latinoamérica. Asimismo, más de 
500.000 casos de brucelosis humana en todo el mundo se reportan cada año 
(Seleem et al., 2010), y según la Organización Mundial de Sanidad Animal 
(OIE) la brucelosis bovina debe notificarse de manera obligatoria (OIE 2013). 
En el Ecuador para el año 2008 se calculó que las pérdidas económicas 
por brucelosis bovina ascendieron a 5`436.908 dólares anuales 
(AGROCALIDAD, 2009), estimadas en base a pérdidas directas por 
reposición de hembras vientre, e indirectas por disminución de la producción 
de leche y abortos. En el caso de los humanos, se estima que por cada 
tratamiento el costo por persona sería de 255 dólares en Perú y de 340 a 
4.095 dólares en Estados Unidos sumado además las pérdidas económicas 
por la ausencia laboral (Gil &Samartino, 2001). 
 
La brucelosis bovina en el Ecuador está considerada como una 
enfermedad endémica (AGROCALIDAD, 2009). El Programa Nacional de 
Sanidad Animal en 1979, reveló una prevalencia aparente de brucelosis de 
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1,3% a 10,6% en las regiones sierra y costa del Ecuador, utilizando una 
prueba de tipo indirecta (prueba de aglutinación en placa); sin embargo, no 
existen datos de este u otros estudios de publicación nacional en donde se 
reporte aislamientos del agente causal, siendo considerado ese estudio 
como el único referente oficial de la presencia de brucelosis bovina en el 
Ecuador (AGROCALIDAD, 2009). 
La falta de conocimiento de la especie y biovariedad de Brucella que se 
encuentra circulando en Ecuador, constituye un problema en salud pública 
humana y animal ya que, cepas como B. melitensis y, B. suis1, consideradas 
altamente patógenas para el ser humano(Godfroid et al., 2010), se 
encuentran distribuidos en países fronterizos a nuestra región como son Perú 
y Colombia respectivamente(ICA, 2009; Lucero et al., 2008). Esto podría 
ocasionar que nuevas especies y biovariedades como las anteriormente 
citadas, ingresen a nuestro país e infecten a los diferentes reservorios entre 
ellos bovinos, porcinos, ovinos, y caprinos (Saegerman et al., 2011). Es por 
ello, la necesidad de realizar estudios de identificación de especies 
circulantes de Brucella ya que, en Ecuador la única fuente de información 
proveniente de una tesis de grado, señala que las biovariedades 1 y 4 de 
Brucella abortus se encuentran circulando en la región Norte del país (Calva 
et al., 2007;Ron-Román et al., 2006). 
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Justificación 
 
El aislamiento es la prueba irrefutable de la presencia de la 
enfermedad, ya que determina de forma directa la presencia del agente 
causal a diferencia de las pruebas indirectas, usadas como métodos de 
screening (Lucero et al., 2008). Al tratarse de una zoonosis, la determinación 
de la especie y biovariedad dirigirá de mejor forma el tratamiento en 
humanos, ya que, Brucella abortus 1 RB51 es resistente a la rifampicina y 
Brucella melitensis 1 a estreptomicina (OIE, 2013), antibióticos que son 
recomendados para el tratamiento de base para brucelosis a pesar de 
presentar resistencia en humanos (OMS, 2012). Por otro lado los síntomas 
que ocasiona Brucella abortus 2, son más acentuados que los provocados 
por otras biovariedades (Samartino, 2013 comunicación personal), 
información que el médico tratante debe conocer acerca de la enfermedad y 
así enfocar su a tratamiento de una forma correcta. 
La ubicación de especies y biovariedades de Brucella está dada por la 
región y hospedador animal; sin embargo, el constante movimiento de los 
animales, da lugar a la migración de ciertas biovariedades que en una 
determinada región no existían (Aznar et al., 2012). La zona escogida para 
este estudio se encuentra en la frontera norte del país, desde la cual pueden 
ingresar animales hospedadores de cepas diferentes a las que se han 
aislado en el país y, que podrían contribuir a mantener la enfermedad. Es así 
que, la identificación de especies y biovariedades de Brucella debe ser 
tomado en cuenta para conocer la ecología de la enfermedad y en la 
ejecución de programas de control y erradicación de brucelosis (DAFF, 
2009). 
Con la información obtenida en este estudio las instituciones de 
control como el Ministerio de Agricultura, Ganadería, Acuacultura y Pesca 
(MAGAP) y el Ministerio de Salud Pública (MPS), están en la capacidad de 
plantear estrategias de seguimiento y/o monitoreo y tomar decisiones para la 
distribución de los recursos técnicos (profesionales), biológicos (vacunas 
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para animales), económicos, que son asignados para combatir esta 
zoonosis. Es así que, la información generada en el presente estudio, es un 
aporte a la epidemiología animal de la enfermedad, e indirectamente a la 
epidemiología humana. 
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Objetivos 
 
El presente estudio se planteó los siguientes objetivos: 
General 
Aislar y biotipificar Brucella spp., de los reservorios animales 
seropositivos sacrificados en el Centro de Faenamiento de Tulcán, 
mediante métodos microbiológicos.  
Específicos 
- Aislar Brucella spp., de bovinos y porcinos seropositivos a partir del 
cultivo de ganglios linfáticos, bazo e hígado en el medio selectivo 
Farrell. 
- Identificar y biotipificar Brucella spp., de los aislamientos obtenidos, 
utilizando la observación macro y microscópica, y pruebas bioquímicas 
respectivamente. 
- Identificar la procedencia de los animales positivos a Brucella spp., 
mediante un registro. 
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CAPÍTULO II 
MARCO TEÓRICO 
 
Antecedentes de la Investigación 
 
En el Ecuador la brucelosis ha constituido un verdadero problema desde 
hace muchos años, así lo confirma la información gubernamental y los 
estudios en tesis de grado. 
Investigaciones recientes realizadas por el Centro Internacional de Zoonosis 
(CIZ), entre los años 2005 y 2009 en un estudio sero-epidemiológico en 
3.733 bovinos de las provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha Esmeraldas 
y Manabí se calculó una prevalencia aproximada del 6% (Ron-Román et al., 
datos no publicados) correlacionada con la los 111 casos de brucelosis 
reportados entre los años 1990- 2009 (Ron-Románet al., 2009) 
El último reporte de brucelosis humana realizado por la Dirección 
Nacional de Epidemiología del Ministerio de Salud Pública, fue de 9 casos en 
el 2007, sin embargo, se han realizado estudios que demuestran que la 
enfermedad sigue presente en la región norte ecuatoriana. El primero de 
estos estudios corresponde a Celi &Vizcaíno (2004) realizado en el CIZ que 
determinó una prevalencia del 5,5% (21/384); Calva (2007) reportó una 
prevalencia de 9.9% (16/162) en trabajadores de camales del norte 
ecuatoriano; Gonzáles (2009) determinó una seroprevalencia en productores 
pecuarios de 1,5% (29/1329); Faz (2011) encontró una seroprevalencia 
de1,12% en trabajadores de camales en Pichincha que están 
correlacionados con el 24- 48% de brucelosis bovina en la misma región 
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(Ron-Románet al., 2006). Esto demuestra fehacientemente que en el 
Ecuador, y en la región de estudio la enfermedad sigue presente.  
En Ecuador se han realizado pocos aislamientos del agente causal 
concernientes a la región Sierra Centro-Norte: Brucella abortus biotipo 4 de 
un lavador de vísceras (Calva et al., 2008), Brucella abortus biotipo 1 de una 
persona residente de una comunidad del cantón Huaca (Carchi) ( Ron-
Román et al., 2006), Brucella abortus biotipo 4 de 5 bovinos en las provincias 
de Pichincha Imbabura y Carchi (Ron-Román et al., 2006) y 33 aislamientos 
(33/277) de Brucella abortus de los centros de faenamiento de Ibarra (16/33) 
y Machachi (17/33) (Olmedo, 2010). Estos estudios, demuestran la falta de 
información sobre el resto de hospedadores animales como suinos en la 
provincia del Carchi, a consecuencia de la falta de investigaciones y de 
laboratorios gubernamentales especializados en el diagnóstico de esta 
zoonosis. A pesar de ser el método más recomendable (Lucero, et al 2008) 
 
Fundamentación Teórica 
Brucelosis en el mundo 
La brucelosis es la enfermedad zoonósica de mayor distribución en el 
mundo, siendo endémica en la mayoría de países, en algunos la erradicación 
ha sido posible gracias a la implementación de un programa de vigilancia 
epidemiológica, este es el caso de Inglaterra, el norte de Europa, Japón, 
Canadá, Nueva Zelanda (OIE, 2009; Lopetegui, 2005). Otros en cambio han 
disminuido la prevalencia considerablemente entre los que figuran Estados 
Unidos (0.0001%), Uruguay (0.04%), el Sur de Brasil (0.06%), Chile (0.2%) 
(APHIS, 2012; Aznar et al., 2012). Bolivia y Paraguay muestran alentadoras 
prevalencias de 2,27% y 3,15% respectivamente, encontrándose en vías de 
erradicación. Y los que cuentan con la enfermedad en su forma clínica como 
los países de Medio Oriente, Asia África, Cuenca Mediterránea y el Caribe, 
América Central, América del Sur (Gil & Luis Samartino 2001). 
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Brucelosis en Latinoamérica 
Cuadro 1.- Origen geográfico y especies de 1.377 aislamientos de Brucella 
spp., en América Latina desde el año 1968 hasta 1991. 
 
Fuente: Lucero et al., (2007) 
 
En el caso puntual de América Central, México tiene pérdidas anuales que 
bordean los 20 millones de dólares (Luna-Martínez & Mejía-Terán, 2002). En 
América del Sur, Venezuela reportó una prevalencia de 10,5%, a pesar de 
que cuentan con un programa de control (Francisco & Vargas, 2002), 
Argentina es uno de los países con alta prevalencia de la región, registrando 
el 10% a 13% de animales positivos y pérdidas económicas de 60`000.000 
dólares anuales (Samartino, 2002).  
A pesar de conocer de la presencia de la enfermedad, los aislamientos en los 
países latinoamericanos son escasos (Cuadro 1), esto es consecuencia de la 
País n 
 
B melitensis 
 
B. abortus 
 
B. suis 
 
B. canis 
 
B. ovis 
1 2 3 1 2 3 4 S19 1 1a* 
  
Argentina 442 
 
83 
   
199 5 
 
7 11 
 
72 45 
 
9 
 
11 
Brazil 37 
     
11 3 8 
      
3 
  
Colombia 91 
     
77 1 
 
1 
  
9 3 
    
Cuba 70 
   
2 
 
27 1 
 
2 
  
35 3 
    
Chile 86 
 
13 5 
  
49 1 
 
10 2 
 
6 
     
Rep. Dominicana 1 
         
1 
       
Ecuador 3 
     
1 
  
2 
        
El Salvador 5 
     
1 
  
4 
        
Honduras 6 
     
2 
     
4 
     
México 252 
 
150 
 
14 
 
18 
  
51 12 
 
7 
     
Nicaragua 2 
     
1 
  
2 
        
Paraguay 5 
 
3 
   
5 
     
1 
     
Perú 346 
 
298 14 3 
 
5 
   
4 
  
22 
    
Uruguay 17 
     
3 
        
1 
 
11 
Venezuela 14 
     
399 
  
3 
  
6 
  
2 
  
Total 
  
547 19 19 
  
11 8 82 30 
 
140 85 
    
 
1377 
  
585 
    
530 
   
225 
  
15 
 
22 
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costosa aplicación del cultivo microbiológico como diagnóstico, a pesar que 
es el método más recomendable (Lucero et al.,2007). 
Situación de la brucelosis en el Ecuador 
El país actualmente se encuentra dividido en cinco regiones epidemiológicas 
(AGROCALIDAD, 2009) (Gráfico 1) 
 Región Uno de Alta Prevalencia 
Localizada en las provincias del norte de la sierra ecuatoriana, es decir la 
cuenca lechera nacional, integrada por: Carchi, Imbabura, Pichincha, 
Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo, con una prevalencia del 1.97 al 
10.62%. 
 Región Dos de Alta Prevalencia 
Conformada por las provincias del Litoral: Esmeraldas, Manabí, Santa Elena, 
Guayas, Los Ríos, El Oro y Santo Domingo de los Tsáchilas, con una 
prevalencia entre 4.2% y 10.62%.  
 Región Tres de Baja Prevalencia 
Conformada por las provincias de Bolívar, Cañar, Azuay y Loja, con una 
prevalencia de 1.3 al 2.6%. 
 Región Cuatro de Baja Prevalencia 
No se dispone de información sobre las provincias amazónicas, pero se 
estima que dados los sistemas de producción existentes, los niveles de 
ocurrencia deben ser igualmente bajos. 
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Región Cinco Indemne 
En 1997 se realizó una encuesta serológica por muestreo en 114 
propiedades de las islas Santa Cruz, Isabela, San Cristóbal y Floreana, 
resultando 507 muestras negativas a la prueba de rosa de bengala, con 
cuya base se considera a las Islas Galápagos como indemne a brucelosis 
bovina (AGROCALIDAD, 2009). 
 
Gráfico 1.- Mapa de la caracterización epidemiológica del Ecuador, según la 
prevalencia de la brucelosis. 
Fuente: AGROCALIDAD (2009) 
Género Brucella 
Las bacterias del género Brucella son cocobacilos de 0.5 µm a 0.7 µm de 
diámetro y 0.5 µm a 1.7 µm de largo, aerobias intracelulares facultativas, no 
encapsuladas, inmóviles, Gram negativos, crecen a 37°C a un pH de 6,6 a 
7,4, se han adaptado al interior de los fagocitos por inhibición de los 
fagolisosomas y carecen de plásmidos (Forero, 2009; Seleem et al., 2010). 
Algunas especies necesitan un ambiente de 5% a 10% de dióxido de 
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carbono y crecen de 48 horas hasta 6 semanas, son oxidasa y ureasa 
positivas (Perea & Arenas, 2008). 
Según la FAO (2003), las especies de Brucella no tienen un hospedador 
definido (Cuadro 2), y pueden contagiar a otros animales y al hombre bajo 
ciertas condiciones, y las personas que guardan estrecha relación con el 
ganado constituyen un grupo de riesgo. Las especies más patógenas para el 
ser humano son B. melitensis, B suis 1,3 y 5 y B. abortus. Brucella no exhibe 
los clásicos mecanismos de virulencia como las exotoxinas ni cápsula que la 
proteja, y la capacidad de desarrollarse en el interior de los fagocitos es su 
mejor adaptación evolutiva (Marchesini, 2009). 
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Cuadro 2.- Especies y biovariedades de Brucella preferencia del 
hospedador, patogenicidad en humanos y distribución geográfica. 
Especies Biovares Colonia 
Preferencia 
del 
hospedador 
Patogenicidad 
en humanos 
Distribución 
Geográfica 
B. melitensis 1-3 S 
Ovejas y 
Cabras 
Alta 
Cuenca 
mediterránea 
Medio oriente 
B. abortus 1-6,9 S Ganado Alta Mundial 
B. suis 
1,3 S Cerdos Alta 
América, Asia, 
Oceanía 
2 S 
Jabalíes, 
Liebres 
Baja 
Europa central y 
oeste 
4 S Reno, caribú Alta 
Norteamérica, 
Rusia, 
5 S Roedores No Rusia 
B. neotomae - S 
Rata del 
desierto 
Moderada Utah (USA) 
B. ovis - R Carnero No 
Cuenca 
mediterránea 
B. canis - R Perro Moderada 
Mundial (alta 
incidencia en 
Sudamérica) 
B. 
pinnipedialis 
- S Focas ¿? Mundial 
B. ceti - S Cetáceos ¿? Mundial 
B. microti - S Lobos, zorros ¿? - 
B. inniopata - S Humanos ¿? - 
 
S=Lisa 
R= Rugosa¿?= Desconocida  
Fuente: Godfroid et al (2010); Saegerman et al  (2011) 
 
  
 
Sinónimos 
 En animales 
Son varios los nombres que se le asignan a la brucelosis entre los que se 
pueden mencionar: aborto epizoótico, aborto infeccioso de las vacas, 
enfermedad de Bang, en cerdos se denomina aborto contagioso y en cabras, 
fiebre de origen caprino; en equinos es llamado mal de la cruz y en ovinos 
epididimitis del carnero (Laval, 2006; OIE, 2008), entre otros. 
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 En Humanos 
Por la sintomatología que desarrolla la enfermedad se ha nombrado Fiebre 
ondulante, fiebre recurrente; por su origen o el lugar donde han ocurrido 
brotes fue denominada Fiebre de Malta, Fiebre del Mediterráneo, de 
Gibraltar, Chypre Danubio, del Río Grande (Wyatt, 2005; OIE, 2009). 
Historia 
Hipócrates en el año 450 a.C., describió una enfermedad con cuadros 
recurrentes de fiebre. En los siglos XVII, y XVIII se reportaron casos de 
personas con fiebre ondulante en todo el mediterráneo, siendo Burnnett en el 
año de 1810 quien identificó el cuadro febril en marinos del Mediterráneo y 
Marston en 1863 luego de contagiarse describió la sintomatología (CFSPH, 
2009). 
Entre los años de 1878 y 1880, Brawer y Lehnent determinaron el carácter 
infeccioso abortivo en vacas (Pulido, 2010). Bruce en 1887 aisló la bacteria 
Brucella melitenesis (micrococcus melitensis) del bazo de un soldado 
británico muerto por la enfermedad, luego Zammit descubrió que las cabras 
eran el reservorio de la bacteria al hacer aislamientos de la leche, sangre y 
orina (Seleem et al., 2010). 
El aislamiento de Brucella abortus (Bacillus abortus), una segunda bacteria 
del género, fue realizado por el veterinario danés Bang en 1896 (Laval, 
2006). Un año después Wright y Seleem desarrollaron una técnica de 
aglutinación lenta en el suero de personas que parecían la enfermedad 
(Perea & Arenas, 2008). En 1914 Traum, bacteriólogo estadounidense, aísla 
Brucella suis de la placenta de cerdas con aborto (Pulido, 2010; Laval, 2006). 
El parentesco de la enfermedad fue deducido por Evans en 1917 y tres años 
después Meyer & Show ubicaron a las bacterias en el género Brucella en 
honor a Bruce, su descubridor (Camarillo & Pulido, 2010; CFSPH, 2009). 
En 1956 Buddle descubrió Brucella ovis, un año después Stonner y Lackman 
descubren Brucella neotomae. Diez años más tarde fue descubierta Brucella 
 16 
canis por Carmichael & Bruner (Scholz et al., 2010).Recientemente se 
descubrieron 4 especies más, las correspondientes a Brucella pinnipedalis 
que afecta a focas, Brucella ceti a cetáceos en 1994 (Foster et al., 2007). En 
el 2007 Brucella microti de zorros y roedores (Gregorius, 2008) y Brucella 
inopinata, fue aislada de un implante mamario en el 2010 (Scholz et al., 
2010). En Ecuador, Salvestroni notificó por primera vez la enfermedad en el 
año de 1926 en el ganado vacuno (Alvarado, 1960). 
Taxonomía de Brucella 
Cuadro 3.- Clasificación científica de Brucella. 
Dominio: Bacteria 
Filo: Proteobacteria 
Clase: Proteobacteria alfa 
Orden: Rhizobiales 
Familia: Brucellaceae 
Género: Brucella 
 Fuente: Ficht (2010) 
El género Brucella pertenece a la familia Brucellaceae (Cuadro 3) que a su 
vez pertenece al orden de los Rhizobiales, que tienen la particularidad de 
simbiosis, la clase es Proteobacteria alfa, del Filo Proteobacteria, todas Gram 
negativas (Perea & Arenas 2008). La sistematización del género es un indicio 
acerca de las características comunes a otras bacterias, para realizar una 
mejor diferenciación al momento del diagnóstico. 
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Gráfico 2.- Árbol filogenético de las especies de Brucella. 
Fuente: Vizcaíno et al., (2000) 
Existen dos conceptos para la clasificación del género: el genómico y el 
biológico, ambos han venido generando controversia, el concepto genómico 
se fundamenta en la hibridación del ADN-ADN, ubicando solamente a 
Brucella melitensis y el resto de bacterias como sus biovariedades, y el 
concepto biológico toma en cuenta la preferencia por el hospedador que es 
la sistematización clásica establecida en los años veinte (Moreno et al., 2002; 
Vega, 2006). En el 2003 se aplica el concepto biológico consensuado y 
aprobado por el subcomité taxonómico de Brucella reunido en Pamplona con 
el objetivo de evitar las confusiones (Scholz et al., 2010). Actualmente 
existen diez especies en el género, Brucella abortus (7 biovares), melitensis 
(3 biovares), suis (5 biovares), ovis, canis, neotomae, microti, ceti, inopata, 
pinipedilis. La relación filogenética de algunas de estas especies pueden ser 
observadas en el Gráfico 2. 
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Estructura antigénica y composición química 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 3.- Estructura del lipopolisacárido (LPS) de membrana de Brucella. 
Fuente: Freer & Castro (2001) 
 
La pared celular de las bacterias del género Brucella tienen una peculiar 
composición (Gráfico 3), entre la membrana externa y la membrana 
citoplasmática se encuentra el espacio periplasmático compuesto por 
proteínas y un polímero denominado peptidoglicano, este tiene un efecto 
inhibidor de la fagocitosis (Perea & Arenas, 2008). 
 
Membrana externa 
Conformada por una bicapa de fosfolípidos y proteínas, muy vulnerable a 
cambios de osmolaridad con su región apolar hidrofóbica que tiene un grosor 
de 4.5nm, muy semejante a las bacterias gram negativas. La membrana 
externa es una barrera entre el medio ambiente y su interior, de la integridad 
de la membrana depende la superviviencia de la bacteria, es la primera 
barrera que entra en contacto con las células inmunitarias (Perea &Arenas, 
2008). Es muy rica en fosfatidilcolina (a diferencia de las enterobacterias 
relacionadas), fosfatidiletanolmina (Castro et al., 2005) y en lipopolisacárido 
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(LPS) el componente mejor estudiado, su presencia interviene en la 
morfología de las colonias, si tiene S-LPS para las colonias lisas y R-LPS 
para las rugosas (Saegerman et al., 2011). El LPS y el lípido A le dan 
resistencia a los péptidos catiónicos bactericidas (Vega, 2006). 
El lipopolisacárido se encuentra ubicado en el exterior de la membrana 
externa y está compuesto por un oligosacárido, el lípido A y una proteína 
correspondiente al antígeno (Ag) M, el oligosacárido por su parte tiene dos 
regiones: un centro de polisacárido y el Ag O inmunodominante porque la 
mayor parte de inmunidad humoral está dirigida contra este. El polisacárido 
O tiene la posibilidad de provocar una reacción cruzada con el polisacárido O 
de Yersinia enterocolitica O:9, PseudomonasmaltophiliaS555, Vibrio cholera 
O1, E. coli O157:H7, Xanthomonas maltophilia y Francisella tularensis 
(Sbriglio et al.,2003) interfiriendo con el diagnóstico indirecto. 
Otro componente importante es el lípido A, un glicolípido que contiene 
glucosamina y diaminoglucosa, sus grupos amino e hidroxilo han sido 
sustituidos por ácidos grasos de varias longitudes de cadena y no tiene 
mayor relevancia el diagnóstico serológico, el núcleo está compuesto de 
glucosa, manosa, quinovosamina (que está presente en el núcleo del LPS-S 
pero no en el del LPS-R) (Pulido, 2010) y ácido 3, deoxi-D-mano-2 
octulosónico (KDO) y no contiene ni heptosas ni fosfatos (Gráfico 3). Además 
Brucella consta de un hapteno nativo (HN) idéntico al LPS O que interviene 
en las pruebas de inmunodifusión en gel agar (CFSPH, 2009; Castro et al., 
2005). 
 
a. Proteínas de envoltura externa 
Abreviadas OMP (Outer Membrane Proteins), se trata de un conjunto de 
proteínas con variadas funciones, algunas sin definir por completo. Se 
encuentran formando parte de los poros y canales de la envoltura externa 
regulando el intercambio entre en medio interno y su ambiente, fundamental 
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en la homeostasis y adaptación. Forman anclajes en la membrana de 
peptidoglicano, algunas de estas son virulentas y generan anticuerpos en 
animales inoculados, pero su respuesta inmune es inferior a la provocada por 
el LPS (Moriyón et al., 2001). 
 
b. Membrana Interna 
A nivel interno, en el citoplasma se encuentran glicoproteínas como A2 
resistente al calor y la proteína periplasmática BP26 que forma parte de los 
antígenos citosólicos o de Elberg, que se utilizan para el diagnóstico alérgico( 
Perea & Arenas, 2008), es decir inducen la reacción inflamatoria de tipo 
retardada.  
 
Transmisión 
La transmisión pude ocurrir luego del aborto o partos a término al ingerir 
productos del parto como placenta y fluidos uterinos, a través de la piel, vía 
vertical al ternero, la vía genital mediante la inseminación artificial 
(esquivando la barrera ácida de la vagina). Las partículas y el polvo que 
transportan bacterias pueden convertirse en un mecanismo de transmisión 
en verano, es menos frecuente que el resto de vías (Samartino, 2003). La 
transmisión animal-animal depende de la cantidad de microorganismos 
eliminados y su supervivencia al medio ambiente. Así, la ruta más común de 
contagio es al ingresar al hato un animal portador de la enfermedad(APHIS, 
2012).  
Experimentalmente se instiló 15x106bacterias en la conjuntiva de vaquillas de 
la cuales el 95% resultaron infectadas. La cantidad de bacterias liberadas en 
el curso de la infección y el aborto (1012- 1013 bacterias) teóricamente puede 
infectar de 60.000 a 600.000 hembras gestantes, y provocar más del 80% de 
los abortos, a este acontecimiento se le denomina multiplicación repetida de 
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la infección (Saegerman et al., 2011). La leche suministrada a terneros 
incrementa el riesgo de transmisión a la enfermedad. Un ternero que bebe 
leche contaminada pude albergar Brucella spp., en sus nódulos linfáticos por 
seis a ocho semanas, luego es llevada a los órganos emuntorios siendo una 
enfermedad transitoria a esta edad, sin embargo algunas terneras nacidas 
infectadas permanecen así hasta adultas, a este fenómeno se le denomina 
latencia (Samartino 2003; Acha & Szyfres, 2001). 
 
Supervivencia de Brucella en el medio ambiente 
Cuadro 4.-Supervivencia de Brucella spp en el medio ambiente. 
Material Tiempo de supervivencia 
Suelo 80 días 
Polvo 15 - 40 días 
Leche a temperatura ambiente 2 - 4 días 
Fluidos y secreciones en verano 10 – 30 minutos 
Lanas de depósitos 110 días 
Agua a 37°C y pH 7,5 menos de 1 día 
Agua a 8 °C y pH 6,5 más de 57 días 
Fetos mantenidos a la sombra 6 – 8 meses 
Descarga vaginal mantenida en hielo 7 meses 
Manteca a 8 °C 1 – 2 meses 
Cuero manchado con excremento de 
vaca 
21 días 
Paja 29 días 
Grasa de ordeño 9 días 
Heces bovinas naturales 1 – 100 días 
Tierra húmeda a temperatura 
ambiente 
66 días 
Tierra desecada a temperatura 
ambiente 
4 días 
      Fuente: Castro et al.,(2005) 
Las bacterias del género Brucella pueden sobrevivir por largos periodos de 
tiempo en condiciones de alta humedad y bajas temperaturas (cuadro 4). En 
el agua, fetos abortados estiércol, lana, heno, ropa pueden permanecer 
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viables por muchos meses; soportan el secado especialmente en presencia 
de material orgánico (CFSPH, 2009) 
 
Reservorios 
Los reservorios de la enfermedad se componen por animales silvestres y 
domésticos entre estos últimos los más importantes son los rumiantes que 
esparcen una gran cantidad de bacterias mediante los productos de la 
concepción. Las bacterias del género Brucella con frecuencia afecta la 
glándula mamaria la cual puede ser infectada directamente por la mayor 
parte de las especies de Brucella por medio de manos contaminadas, esto 
ocasiona que por la leche se excrete un gran número de bacterias no 
solamente B. melitensis, sino también B. abortus y B. suis (Alton & Forsyth, 
1996). Como se puede apreciar en los cuadros 4 y 7, las especies de 
Brucella no tienen especificidad de hospedador. Brucella abortus se contagia 
a suinos y caprinos cuando se mantienen en un mismo sitio (como el sistema 
de crianza ecuatoriano) y de forma parecida ocurre con Brucella suis y 
melitensis (Samartino, 2003). 
 
Patogenia 
Luego de ingresar al organismo la bacteria es conducida hacia los ganglios 
linfáticos regionales, donde se acantona por mucho tiempo, pasa a la 
circulación sanguínea seguida de una bacteriemia, diseminándose a varios 
órganos y tejidos (Cuadro 5) como al resto de ganglios linfáticos y la glándula 
mamaria, además pueden encontrarse bacterias en las articulaciones, tejido 
nervioso y ojos (Saegerman et al., 2011). Existe un carbohidrato llamado 
eitritol, asociado con el crecimiento acelerado de B. abortus que 
desencadena el aborto en las fases tardías de la preñez, coincidencialmente 
con el periodo más susceptible del ganado; dicho compuesto es producido 
por el trofoblasto placentario y es una fuente de energía para Brucella 
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abortus; la interacción y subsecuente ruptura de los trofoblastos (parte 
importante de la placenta) deja el libre acceso al feto lo que conduce a una 
placentitis y el consiguiente aborto o nacimiento de crías débiles (WHO, 
2006; Saegerman et al., 2011). 
La bacteria sigue cuatro pasos que son la adherencia, invasión, 
establecimiento y diseminación; una vez dentro de los neutrófilos o 
macrófagos, actúan sus mecanismos de supervivencia intracelular, como son 
la estructura de su membrana externa, inhibición de la unión fago-lisosomal 
(Baldwin & Goenka, 2006). La bacteria es transportada por los fagocitos e 
ingresada a los ganglios linfáticos, provoca en estos una hiperplasia 
endotelial y linfática que dura unas semanas e incluso meses, luego de la 
cual viaja por vía linfática o preferentemente sanguínea, causando una 
bacteriemia recurrente que dura meses dependiendo del hospedador. Por 
esta vía se extiende hacia el resto de órganos corporales como el bazo, 
útero, ganglios linfáticos, ubres, en hembras, testículos y glándulas 
accesorias en machos (Moriyón et al., 2001). 
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Cuadro 5.- Huéspedes, especies de Brucella, vía de transmisión y patogenia 
 
Huesped 
Especie de 
Brucella 
Vías de transmisión Patogenia 
Bovinos B. abortus Oral, nasal, conjuntival. 
Abortos, orquitis, epididimitis, 
ocasionalmente artritis 
Cerdos B. suis Oral y genital Aborto, esterilidad, Orquitis 
Ovinos B. ovis Genital 
Abortos(poco frecuentes) 
Epididimitis 
Perros y 
otros cánidos 
B. melitensis, 
B. abortus, 
B. canis, B. suis 
Oral y genital 
Abortos 
Esterilidad 
Epididimitis 
Hombre 
B. melitensis, 
B. abortus, 
B. canis, B. suis 
Inoculación conjuntival, 
inhalación, cutánea, 
digestiva 
Fiebre aguda e intermitente 
Adenopatías 
Hepatoesplenomegalia 
Complicaciones osteoarticulares 
Fuente: Castro et al., (2005) 
 
Periodo de incubación 
En el ganado bovino un rango de dos a cinco semanas pos infección se 
producen abortos y mortinatos, en otras especies puede tener prologados 
periodos evidenciándose seronegativos poco tiempo después de la 
infección(Acha & Szyfres,2001). La segunda mitad de la gestación es el 
periodo en el cual los animales se infectan con más frecuencia, ocasionando 
pérdidas económicas (CFSPH, 2009). 
 
Interacción hospedador-Brucella y mecanismos inmunitarios 
La característica de la brucelosis es la cronicidad de la infección resultante 
de la habilidad de algunas especies a sobrevivir y multiplicarse dentro de las 
células del sistema reticuloendotelial. El huésped susceptible inicia una 
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respuesta inmune innata y adaptativa. Los mecanismos de la inmunidad 
innata son los primeros en activarse después de la entrada de 
microorganismos. La inmunidad innata reduce el número inicial de bacterias 
y prepara el ambiente para la activación de los mecanismos de la inmunidad 
adaptativa. Al momento en que las bacterias ingresan al hospedador 
susceptible, son rápidamente fagocitada por los leucocitos 
polimorfonucleares neutrófilos (PMNN) en los que sobrevive y se multiplica. 
Los neutrófilos diseminan bacterias por todo el cuerpo mediante dos 
mecanismos, (1) sirviendo de protección frente a las actividades bactericidas 
de anticuerpos (Ac) y complemento; (2) transportándolas hacia los tejidos 
linfoides y los órganos del sistema reticuloendotelial donde la bacteria infecta 
a los macrófagos (Torioni de Echaide, 2006). 
 
Signos y síntomas 
En toros se observa orquitis o epididimitis unilateral o la presencia de 
abscesos. La túnica vaginalis está engrosada, fibrosada y con adherencias. 
Se pueden observar además higromas en las rodillas, las babillas, el 
corvejón, el ángulo del anca, y entre el ligamento nucal y las primeras 
vértebras torácicas (CFSPH, 2009). 
El principal síntoma en hembras gestantes es el aborto acompañado de 
metritis y retención de placenta, asimismo el nacimiento de crías débiles que 
pueden morir al poco tiempo (Acha & Szyfres, 1986). La disminución de la 
producción en un 25% es otro signo importante. 
 
Diagnóstico de laboratorio 
La gran variedad de signos clínicos que se presentan en la brucelosis hace 
difícil el diagnóstico clínico. Es por eso que se recurre al diagnóstico por 
laboratorio. 
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Los métodos de diagnóstico por laboratorio están clasificados en directos e 
indirectos. Los directos incluyen la detección del agente causal y los 
indirectos identifican los anticuerpos. 
a. Diagnóstico directo 
 Cultivo microbiológico 
Se toma como muestras los ganglios linfáticos, fetos abortados (el estómago, 
pulmones y bazo) membranas fetales, secreciones vaginales, calostro leche, 
semen, exudado proveniente de higromas. El cultivo generalmente se realiza 
en el medio Farrell (contiene antibióticos) y su repique en medio Base y 
necesitan de 5 a 7 días para el crecimiento y mediante pruebas bioquímicas 
y subcultivo en medios coloreados se determina la especie y biovariedad. 
Las colonias de Brucella tienen formas convexas, pequeñas, translúcidas, 
convexas amarillo pálidas (Alton et al., 1988). 
 
 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
Se trata de un método de detección molecular que en los últimos años ha 
venido tomando protagonismo para la detección de Brucella. El 
procedimiento de la prueba es muy sencillo, rápido y con altos valores de 
sensibilidad y especificidad (Bricker, 2002). Muchas pruebas de PRC se han 
desarrollado, todos fundamentados en la replicación in vitro del ADN 
bacteriano, y la identificación mediante electroforesis, con la capacidad de 
diferenciar entre las especies y biovariedades de Brucella.  
 
b. Diagnóstico indirecto 
 Rosa de Bengala (RB) 
Se fundamenta en la aglutinación rápida de antígenos (Rosa de Bengala) de 
una suspensión ácida de Brucella por los anticuerpos (Inmunoglobulinas G) 
presentes en el suero. Es una prueba screening que usada correctamente 
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tiene una sensibilidad muy buena, pero tiene el inconveniente de los falsos 
positivos en animales vacunados con cepas lisas (C19) (Moriyón et al,. 
2001). 
 Seroaglutinación Lenta en Tubo en presencia de EDTA (SAT-
EDTA) 
Detecta la aglutinación de Antígeno-anticuerpo (IgM), al diluir sucesivamente 
el suero en microplacas de tituación enfrentado a esto con el Antígeno de 
Brucella en fase lisa. En presencia de EDTA la especificidad se incrementa, 
pues inhibe las uniones inespecíficas (Godfroid et al., 2010). 
 
Prevención 
Siempre es mejor prevenir una enfermedad antes que darle tratamiento o en 
el caso de brucelosis eliminar el animal. Se debe tener cuidado con los 
animales de reemplazo, estos deben estar libres de brucelosis realizándoles 
una prueba por lo menos treinta días antes de ingresarlos a la propiedad. 
Tampoco deben mezclarse hatos de desconocido estado sanitario o 
portadores de Brucella spp. Realizar rutinariamente pruebas de laboratorio 
cuando existan abortos, y los animales sospechosos deben ser puestos en 
cuarentena hasta su evaluación. Igualmente debe realizarse vigilancia 
mediante la prueba de anillo en leche, eliminar correctamente los productos 
del aborto (WHO, 2006). 
 
 Vacunación 
Existen dos tipos de vacunas, las muertas y las vivas, primero se 
implementaron las vacunas muertas que conferían baja protección y tenían 
que realizarse varias inmunizaciones como la 45/20. En la actualidad las 
vacunas vivas altamente atenuadas son la Cotton Buck 19 que es una cepa 
de Brucella abortus biovar 1 y la RB51 es una cepa rugosa de Brucella 
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abortus (Perea & Arenas, 2008). En el caso de la cepa 19 la vacunación se 
realiza entre los tres y seis meses con una sola dosis que se aplica vía 
subcutánea e inducen la formación de anticuerpos en jóvenes y adultos. Y la 
RB51 se aplica vía subcutánea entre los cuatro y doce meses de edad con 
revacunaciones anuales y tiene la ventaja que los animales resultan 
negativos a las pruebas serológicas (OIE, 2009). 
 
Hipótesis 
Es posible aislar y biotipificar cepas circulantes de Brucella spp., de los 
reservorios animales seropositivos, sacrificados en el Centro de Faenamiento 
de Tulcán. 
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CAPÍTULO III 
METODOLOGÍA 
 
Determinación de Métodos utilizados 
 
Tipo de investigación 
El presente proyecto se sustenta en los siguientes tipos de investigación: 
1. Investigación Bibliográfica. 
El presente estudio se basa en estudios epidemiológicos y de diagnóstico en 
el área salud animal referente a la brucelosis. 
2. Investigación Aplicada. 
Se utilizaron los conocimientos teóricos de técnicas para el aislamiento y 
biotipificación de Brucella spp. 
3. Investigación de Campo. 
Las muestras fueron tomadas en el Centro de Faenamiento de Tulcán y 
procesadas en los laboratorios del CIZ. 
4. Investigación Cuantitativa 
El presente proyecto utilizó las herramientas estadísticas para analizar los 
resultados obtenidos de las muestras. 
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Diseño de la investigación 
El presente estudio tiene un diseño transversal no experimental descriptivo, 
que puede definirse como la investigación que se realiza sin manipular 
deliberadamente variables, es decir, se trata de investigación donde no 
hacemos variar en forma intencional las variables independientes 
(Hernández et al., 2007). 
El presente estudio permitió reconocer las especies y biovares de Brucella 
circulantes, mediante el aislamiento bacteriano y aplicación de pruebas 
bioquímicas. 
 
Descripción de la zona de estudio 
El presente proyecto se llevó a cabo en el Centro de Faenamiento de Tulcán 
que pertenece a la Empresa Pública Municipal de Rastro de Tulcán (EPMUR-
T), ubicado en la parroquia “La Palizada” del cantón Tulcán en la provincia 
del Carchi.  
 
Población y muestra 
La población de estudio estuvo conformada por todos los animales que 
fueron sacrificados en Centro de Faenamiento Tulcán, durante el periodo de 
abril, mayo y junio del 2013. La zona influenciada corresponde a las 
parroquias Maldonado, Urbina y Tulcán del cantón Tulcán; la parroquia San 
Gabriel en el cantón Montúfar; y la parroquia San Isidro del cantón Espejo; 
en la provincia del Carchi. 
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Número de muestra. 
Se calculó la muestra mínima que debe ser tomada para cada especie 
animal mediante la siguiente fórmula: 
  
          
  
 
Donde: 
n= número de muestras 
Z= es el valor del intervalo de confianza al 90% (distribución Z 
coeficiente=1,64) 
d= es el error permitido al 95% (d=0.05) 
P= Prevalencia (50%) 
n= 271 bovinos 
n= 271 porcinos 
a. Muestreo 
Se realizó en el proceso de faenamiento, se tomaron muestras sangre al 
momento del degüello y muestras de bazo (aproximadamente 200g), hígado 
(aproximadamente 200g) y ganglios linfáticos supramamarios en fundas 
plásticas estériles durante el trabajo de evisceración. Todas las muestras 
fueron identificadas y puestas inmediatamente en refrigeración hasta 
llevarlas a los laboratorios del CIZ para su oportuno procesamiento. 
b. Procesamiento de las muestras: 
Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 300g de 5 a 10minutos. Los 
sueros obtenidos fueron procesados mediante las pruebas serológicas Rosa 
de Bengala (RB) y Seroaglutinación Lenta en Tubo en presencia de EDTA 
(SAT-EDTA) para la identificación de los animales seropositivos. Los 
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ganglios linfáticos y vísceras correspondiente a los animales seropositivos 
fueron macerados en el Stomacher® (modelo 8)y el producto se cultivó en el 
medio de cultivo Farrell. 
Procedimiento de la Investigación 
Se realizó en dos etapas: 
a. Estrategias para la recolección de información 
1. Se investigó sobre el día y el horario de faenamiento de las especies 
animales sacrificadas en el camal. 
2. Se llenó el registro de muestreo de brucelosis 
3. Se tomaron muestras de sangre, bazo, hígado y ganglios linfáticos. 
4.  Se identificó y almacenó las muestras de forma ordenada. 
 
b. Procesamiento de la información y muestras en el laboratorio 
1. Se aplicó las pruebas serológicas Rosa de Bengala y 
Seroaglutinación Lenta en Tubo en presencia de EDTA para detectar 
bovinos y porcinos seropositivos a brucelosis,  
2. Se maceró y cultivó las muestras (bazo hígado y ganglios linfáticos) 
de los animales seropositivos en el medio selectivo Farrell. 
3. Se identificó mediante la observación directa las colonias y se las 
repicó a medios enriquecidos. 
4. Se realizó las pruebas bioquímicas a los cultivos axénicos (cultivos 
puros) 
5. Se cotejó los resultados y se definió la especie y biovariedad de 
Brucella. (Anexo A) 
Técnicas e instrumentos de recolección de información 
En el Centro de Faenamiento: 
 Registro de Muestreo de Brucelosis.- Para la recolección de 
información importante como edad, sexo procedencia entre otros. En 
el Laboratorio se utilizaron otros registros: 
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 Registros de laboratorio, para el procesamiento de datos en el 
laboratorio se utilizarán registros de acuerdo a la prueba: 
o Registro para Rosa de Bengala  
o Registro para SAT – EDTA  
o Registro de Laboratorio- Brucelosis 
Análisis Porcentual (casos positivos): 
- Edad 
- Sexo 
- Raza 
- Procedencia 
 
Regresión Logística utilizando la UIA y la probabilidad de aislamiento. 
 
Técnica de Laboratorio 
Las técnicas usadas en la presente investigación fueron aplicadas siguiendo 
el  protocolo de técnicas serológicas (CIZ, 2008a, 2008b ) y microbiológicas 
(Alton et al., 1998) que se encuentran en el Centro Internacional de Zoonosis 
y han venido siendo utilizadas con éxito. 
Prueba Rosa de Bengala (RB) 
Es una prueba de aglutinación rápida, que detecta Inmunoglobulinas de tipo 
G ya que su antígeno está suspendido en una solución ácida. 
Reactivos 
 Bengatest® (Synbiotics Código # ABGT); suspensión concentrada de 
Brucella abortus cepa 19 de Weybridge, inactivada por calor y fenol al 
5%, dispersa en tampón ácido y coloreada con Rosa de Bengala. 
 Sueros controles. 
 Suero a investigar. 
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Materiales 
 Placas alveoladas de vidrio. 
 Pipeta automática Eppendorf® calibrada a 30 µl 
 Cuentagotas, calibrado a 30 µl 
 Cronómetro Hanhart 
 Esteromicroscópio 
 Vortex Heidolph, REAX top 
 Agitador automático VRN-200 
 Peines plásticos desechables 
Procedimiento 
1. Colocar los sueros controles negativo y positivo, así como los sueros a 
investigar y el antígeno a temperatura ambiente (20 +/- 5º C.), por 
mínimo 30 minutos antes de efectuar la prueba. 
2. Homogenizar el antígeno y los sueros previamente identificados  
3. Seguir el protocolo de la hoja de trabajo. 
4. Con una pipeta Eppendorf®, colocar 30 µl de suero control positivo, 
suero control negativo, en cada sitio siguiendo la hoja de trabajo 
diario. 
5. Depositar 30 µl de los sueros a investigar en cada sitio de la placa, 
siguiendo la hoja de trabajo diario. 
6. Una vez que todos los sueros se encuentran en la placa, colocar junto 
a cada uno de ellos una gota (30 µl) de antígeno. 
7. Mezclar el antígeno y el suero, utilizando para cada muestra, el 
extremo de un peine plástico. 
8. Colocar sobre el agitador automático por 4 minutos. 
9. Realizar la lectura de las placas mediante la observación de la 
aglutinación con la ayuda del estereomicroscópio. 
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Interpretación de resultados 
Los criterios de positividad (presencia de anticuerpos) o negatividad 
(ausencia de anticuerpos), se traducen por la presencia o ausencia de 
diferentes grados de aglutinación, como se muestra en el Cuadro 6. 
Cuadro 6.-Interpretación para el grado de aglutinación en la prueba Rosa de 
Bengala 
Interpretación Grado de aglutinación 
(-) Sin aglutinación, ni formación de un borde color rosa. 
(+) 
Presencia de aglutinación fina, y formación de un borde 
rosado. 
(++) Aglutinación fina y formación de un borde marcado 
(+++) Aglutinación gruesa, y formación de un borde definido. 
(++++) 
Aglutinación gruesa, formación de un borde definido y 
aclaración de la muestra. 
Fuente: CIZ(2008a) 
 
 
a. Prueba de aglutinación lenta en tubo, en presencia de EDTA 
(SAT- EDTA) 
Consiste en un enfrentamiento en tubo de una suspensión estandarizada de 
Brucella con diluciones progresivamente crecientes de suero animal. La 
existencia de aglutinación indica la presencia de anticuerpos frente a 
Brucella. 
 36 
        Reactivos 
 Antígeno SAT, suspensión concentrada de Brucella abortus (cepa 
119/3), inactivada por calor y fenol al 5% y dispersa en tampón 
fenolado al 0.5% 
        Soluciones 
 Solución salina fenolada (Tampón SAT-EDTA) 
- Cloruro de sodio   0.85% (p/v) 
- Fenol      0.5%  (p/v) 
- EDTA      5 mM 
- Agua destilada    ajusta a 1 litro 
El pH de esta solución fue ajustado a 7.2 ± 0.1, con una solución de NaOH 
1M. 
 Solución de antígeno. 
- Antígeno      62.9 ml 
- Solución fenolada   487.1 ml 
 
En esta solución el antígeno alcanzó una dilución de 1/8.75 y debe ser 
conservada entre 4ºC y 8ºC; por tres meses. 
 Materiales 
 Placas de microtitulación, con fondo cónico “U” 
 Pipeta multicanal Transferpette® 20-200 µl 
 Pipeta Eppendorf®, calibrada a 32 µl 
 Estufa Memmert 
 Cronómetro Hanhart 
 Sistema de espejo de aumento para la lectura de placas 
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 Procedimiento 
1. Preparar la hoja de trabajo diario. 
2. Colocar 168 µl, de tampón SAT- EDTA en las cúpulas Nº 1, y 100 µl en 
las cúpulas Nº 2 y 3 del tampón (prueba de rutina) o hasta Nº12 del 
tampón (prueba complementaria de titulación) 
3. Colocar 32 µl, del suero a investigar en la cúpula Nº 1 y homogenizar todo 
el contenido, obteniendo una dilución de 1/12.5 
4. Una vez homogenizado, se tomará 100 µl de éste y serán transferidos a 
la cúpula Nº 2, homogenizar y obtener una dilución 1/25. 
5. De igual manera se tomará 100 µl del contenido de las cúpulas número 
dos y se colocará en las cúpulas número tres, homogenizar y obtener una 
dilución final de 1/50. 
6. Para realizar la prueba complementaria de titulación de SAT-EDTA, las 
diluciones continúan hasta las cúpulas número 12 obteniendo de este 
modo una dilución final de 1/25 600. 
7. Posteriormente se colocará 100 µl de la solución SAT-Antígeno en cada 
cúpula. 
8. Se incubará a 37ºC en una caja plástica con ambiente húmedo por 20 
horas 
9. Para evitar confusiones el protocolo de las diluciones se seguirán de 
acuerdo a la hoja de trabajo para esta prueba. 
Lectura de placas e interpretación de resultados 
La lectura es realizada utilizando un dispositivo de fondo obscuro provisto de 
un espejo de aumento iluminado con luz natural directa en la parte inferior 
(Cuadro 7). 
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Cuadro 7.- Lectura de placas e interpretación de resultados para la prueba 
de aglutinación lenta en tubo (SAT-EDTA) 
 
Fuente: CIZ(2008b) 
Los diferentes porcentajes de aglutinación serán determinados en 
comparación con diluciones controles del antígeno, con porcentajes de 
aglutinación de entre 0, 25, 50 y 75%. Los resultados serán expresados en 
Unidades Internacionales de Aglutinación (UIA) Cuadro 8. 
Cuadro 8.- Relación entre el grado de translucidez y unidades 
internacionales de Aglutinación (UIA) para la prueba SAT-EDTA 
Dilución del 
Suero 
Porcentaje de translucidez de la muestra 
25% 50% 75% 
1/12.5 15 UIA 20 UIA 25 UIA 
1/25 30 UIA 40 UIA 50 UIA 
1/50 60 UIA 80 UIA 100 UIA 
1/100 120 UIA 160 UIA 200 UIA 
1/200 240 UIA 320 UIA 400 UIA 
1/400 480 UIA 640 UIA 800 UIA 
1/800 960 UIA 1280 UIA 1600 UIA 
1/1600 1920 UIA 2560 UIA 3200 UIA 
1/3200 3840 UIA 5120 UIA 6400 UIA 
1/6400 7680 UIA 10240 UIA 12800 UIA 
1/12800 15360 UIA 20480 UIA 25600 UIA 
1/25600 30720 UIA 40960 UIA 51200 UIA 
Fuente: CIZ (2008b) 
Expresión 
de 
resultados 
Resultados observados 
Negativo 
Cuando el antígeno forma en el centro de la cúpula, un punto 
compacto, con un borde neto y el sobrenadante turbio 
Positivo 
Cuando se forma una fina capa de sedimento, repartido 
uniformemente sobre todo el fondo de la cúpula, o cuando existe 
la formación de una gran zona de sedimentación, rodeada por 
un espacio de líquido completamente transparente 
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El punto de corte para considerar a una animal positivo es de30 Unidades 
Internacionales de Aglutinación (UIA). 
Técnicas para el aislamiento de Brucella spp. 
a. Medio base para el crecimiento de Brucella. 
 
Composición 
 Agar Columbia (Columbia Blood Agar Base OXOID®) 
Fórmula comercial    
       g/l     
-Mezcla especial de peptona   23 
-Almidón      1 
-Cloruro de sodio     5 
-Agar       10 
-Agua destilada desmineralizada   1000 ml 
 
Preparación.- Colocar la 39 g en un frasco con 1000 ml de agua destilada y 
llevar a ebullición durante 15 minutos±1 min, a 25ºC±3ºC. Ajustar el pH 
a7,3±0,2. 
Las instrucciones del fabricante serán seguidas detalladamente, en lo que 
concierne a la seguridad en las manipulaciones, preparación, forma y 
duración de conservación. 
 
 Suero estéril de caballo 
Composición.- componentes séricos en proporción del 5%. 
Preparación.- comercial 
Conservación.- instrucciones del fabricante 
 
Preparación del medio base para el crecimiento de Brucella 
Diluir el medio de cultivo preparado (Columbia Blood Agar Base 
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OXOID®)yenfriar a 56ºC, adicionar el suero de caballo al 5% previamente 
descomplementado (por calentamiento a 56ºC±1ºC durante 30 minutos), 
mezclar evitando la formación de burbujas y repartir 25ml±5ml de medio por 
caja petri estéril, flamear la superficie del medio todavía líquido, para 
esterilizar y obtener una superficie homogénea. 
Conservación.- Conservar las cajas petri en fundas plásticas, en posición 
invertida a 5ºC±3ºC hasta por 2 meses. 
b. Medio selectivo para el aislamiento de Brucella.  
Siembra en el medio de Farell (Farell, 1974). 
Composición: 
Medio Base(     1000ml 
Suero estéril de caballo al 5%  50 ml 
Suplemento Selectivo para Brucella OXOID SR0083A 
Polimixina B    2.500UI 
Bacitracina    12.500UI 
Ciclohexamida   50mg 
Ácido nalidixico   2.5mg 
Nistatina    50,000UI 
Vancomicina    10.0 mg 
Reconstituir con 5 ml de agua destilada estéril y 5 ml de metanol, mezclar 
bien y calentar a 37ºC por 10-15 minutos. 
 
Preparación del medio selectivo de Farell para Brucella 
A 1000 ml del medio base Columbia, atemperado a 56ºC, añadir el 
suplemento selectivo para Brucella 10ml por cada 500 ml del medio, mezclar 
y repartir 25 ml±5ml de medio por caja petri estéril, flamear la superficie del 
medio. 
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Conservación.- Las cajas petri se mantienen en fundas plásticas, en 
posición invertida a 5ºC± 3ºC hasta por 2 meses. 
Procedimiento para el cultivo.- De la muestra secundaria procedente de 
órganos previamente procesados en el equipo Stomacher® (modelo 8), o de 
muestras biológicas directas, proceder según los siguientes pasos: 
 
 Inocular la muestra con un hisopo estéril en el lado superior del medio 
de cultivo, evitando inocular áreas grandes ya que se necesita espacio 
para estriar y aislar las colonias. 
 Estriar con el asa estéril sobre el inóculo de un extremo al otro hasta 
1/3 de la caja. 
 A partir de la estriación anterior, arrastrar parte del inóculo por del 
medio de cultivo, topando de 3 a 4 veces el inóculo anterior. 
Repetir el paso anterior usando toda la superficie del medio de cultivo (de 3-4 
áreas estriadas), realizar estrías más separadas para lograr colonias 
aisladas. 
Para determinar la morfología, de las colonias, coloraciones, subsiembras y/o 
pruebas de identificación, trabajar con colonias aisladas. 
 
Técnicas para la identificación de Brucella spp. 
Tinción de Gram. 
Reactivos y preparación 
Cristal violeta: 
Solución A: 
Cristales de violeta   20g 
Alcohol etílico 95%   100ml 
Mantener ésta solución en una botella ámbar durante largos periodos de 
tiempo. 
Solución de trabajo: 
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Diluir la solución de cristal violeta 1:10 (100ml en 1000ml) con agua destilada 
y mezclar con cuatro volúmenes (400ml) de la solución de oxalato de 
amonio. Guardar en un frasco ámbar. 
 
Solución yodada de Gram 
Cristales de yodo   1g 
Ioduro de potasio   2g 
Bicarbonato de sodio al 5%
 60ml 
Agua destilada  240ml 
En un mortero macerar los cristales de yodo con el ioduro de potasio para 
obtener yodo-yodurado en mezcla homogénea, añadir el bicarbonato de 
sodio al 5%, mezclar, colocar en un frasco ámbar y aforar a 300ml con agua 
destilada. 
Alcohol-cetona 
Etanol 95%    250ml 
Acetona    250ml 
Mezclar bien los componentes y guardar en un frasco ámbar. 
Safranina 
Cristales de safraninaO  2.5g 
Etanol 95%    100ml 
Mezclar los componentes y diluir esta solución con 1000ml de agua destilada 
y guardar en frasco ámbar. 
 
Procedimiento para la tinción 
a) Tomar una colonia aislada del microorganismo a investigar y 
homogenizar con agua destilada estéril en una placa porta objetos. 
Secar al ambiente y fijar a la llama del mechero. 
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b) Cubrir el frotis con cristal violeta por 1minuto y lavar con agua no 
estéril. 
c) Colocar la solución yodada de Gram durante 1minuto, lavar con agua 
no estéril. 
d) Tomar por un extremo la placa y dejar caer gota a gota la solución de 
alcohol-cetona, hasta decolorar completamente el frotis, lavar con 
agua no estéril. 
e) Colocar la safranina durante 1 minuto, lavar y dejar secar al ambiente. 
 
Interpretación 
Gram-negativas: estructuras color rosa. 
Gram-positivas: estructuras color morado. 
 
Prueba para la producción de catalasa 
Composición 1:10   ml 
Peróxido de hidrógeno al 30%  1 
Agua destilada desmineralizada  9 
 
Preparación 
En un frasco de vidrio ámbar mezclar el perhidrol con el agua destilada 
desmineralizada en las proporciones señaladas. 
 Conservación.- Durante 30 días a 5ºC±3ºC. 
 
Procedimiento para la prueba de producción de catalasa 
Colocar una gota de peróxido de hidrógeno al 3% en una caja petri estéril, 
transferir una colonia procedente del cultivo en medio base y sumergirla en el 
H2O2. 
 
Interpretación.- Los microorganismos catalasa-positivos producen una gran 
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cantidad de burbujas de oxígeno interpretando la prueba como positiva. 
Prueba para la producción de la oxidasa 
Composición 
Reactivo comercial BD® Droppers de Reactivos de Oxidasa que contienen 
0,5ml de una solución acuosa al 1% de n-tetrametil-p-
fenilenediaminadihidrocloruro, formulada con agentes para asegurar una 
estabilidad máxima. 
 
Procedimiento.- Tomar una colonia del medio de cultivo y frotar la muestra 
sobre el papel filtro embebido en el sustrato. 
 
Interpretación.- Observar el área inoculada del papel, las reacciones 
positivas se evidencian por la presencia inmediata (o en un tiempo máximo 
de 30 segundos) de una tonalidad violeta o púrpura. Las reacciones 
negativas aparecen incoloras o adquieren un color rosa claro, las reacciones 
demoradas deben descartarse. 
Técnicas para la biotipificación de Brucella spp. 
 Prueba para la producción de ureasa (Método de Bauer) 
-Composición 
Urea      5,00g 
Fosfato monosodico 0.125M  1,70g 
Rojo fenol     0,0015g 
Agua destilada-desmineralizada  100ml 
 
Preparación.- En un vaso de precipitación disolver la urea en agua destilada 
desmineralizada, agregar el fosfato monosodico, ajustar a pH 4 y añadir 1ml 
de una solución al 0.15% de rojo fenol. Filtrar si es necesario en un frasco 
ámbar estéril. 
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Conservación.- 4 meses a 5ºC±3ºC en obscuridad. 
Procedimiento.- Inocular un tubo que contiene 1m de una suspensión densa 
del microorganismo a probar, añadir 0.5ml del reactivo para ureasa e incubar 
a 37ºC. 
Interpretación.- Leer a los 30min, 45min, 60min con un máximo de 3 horas, 
los microorganismos ureasa-positivos, confieren una tonalidad rosa brillante 
al caldo, la diferencia entre biotipos de acuerdo a ésta prueba se interpreta 
según el anexo A. 
 
 Prueba de la producción de sulfuro de hidrógeno (H2S) 
Preparación del medio glucosado inclinado para la producción de 
sulfuro de hidrógeno. 
Agar Infusión de cerebro y corazón (DIFCO)  40g 
D(+) glucosa       20g 
Agua destilada-desmineralizada   1000ml 
Tiras de papel de acetato de plomo Riedel-de Haën® 
 
Preparación.-Suspender 40g de agar infusión de corazón en 1000ml de 
agua destilada-desmineralizada y calentar hasta ebullición completa. Agregar 
la D(+) glucosa y repartir 5.5ml en tubos de vidrio tapa rosca. Autoclavar 
durante 15 minutos±1minuto a 110ºC y dejar enfriar los tubos en posición 
inclinada. 
Conservación.- a 5ºC±3ºC durante 3 meses. 
Procedimiento.- Inocular en cola de pez sobre el agar glucosado una 
colonia tomada del medio base, colocar en el borde del tubo un papel de 
acetato de plomo comercial evitando su manipulación persistente, tapar el 
tubo parcialmente e incubar a 37ºC durante 72 horas. 
Interpretación.- La presencia de un precipitado negro en el papel de acetato 
de plomo luego de 72 horas indica la prueba como positiva. 
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Acción de agentes bacteriostáticos sobre Brucella spp. 
Composición 
Solución madre de tionina o fushina básica al 0,1% 
Disolver 0,1g de tionina o fushina básica en 10ml de etanol y aforar a 100ml 
con agua destilada estéril. 
Conservar a 5ºC±3ºC durante 6 meses. 
Solución madre de safranina O al 0,5% 
Disolver 0.5g de safranina O en 10ml de etanol y aforar a 100ml con agua 
destilada estéril. 
Conservar a 5ºC±3ºC durante 6 meses. 
 
Preparación del medio de cultivo para la acción bacteriostática sobre 
Brucella. 
Añadir 2ml de la solución madre de tionina a 100ml de medio base líquido 
para la concentración de 10%, para la de 20% añadir 4ml de tionina, fucsina 
y safranina respectivamente en 100ml de medio base líquido, enfriar a 
56ºC±1ºC. Mezclar y añadir 50ml de suero de caballo descomplementado, 
repartir 25ml del medio por caja petri, flamear rápidamente la superficie del 
medio todavía líquido. 
 
Procedimiento para evidenciar la acción de medios bacteriostáticos 
sobre Brucella. 
Con un hisopo esteril, embebido de una suspensión de colonias 
sospechosas a Brucellas pp., sembrar en cada caja petri, que contienen en 
medio de cultivo base (los colorantes tionina al 10 y 20%, fushina y safranina 
al 10%, incubar a 37ºC durante 72 horas. 
Interpretación.- La presencia de crecimiento sobre los medios coloreados se 
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interpreta como positiva, es decir que la bacteria no es sensible a la acción 
bacteriostática de los colorantes respectivos. 
Procedimiento de crioconservación de bacterias con perlas 
absorbentes. 
Preparación y conservación.- Tomar un asa de 10ug las colonias de 
Brucella aisladas de un cultivo puro de no más de 4 días de crecimiento. 
Sumergir el asa en medio de crioconservación con movimientos rotatorios 
hasta lograr que las colonias se disuelvan por completo, dejar reposar por al 
menos 1 hora, posteriormente desalojar todo el contenido líquido del tubo 
valiéndose de una pipeta estéril desechable de 1ml, el contenido líquido 
dentro del orificio de las perlas será conservado en un congelador a una 
temperatura de -70°C, para su posterior utilización. 
Técnicas de Procesamiento y análisis de datos 
Se utilizarán matrices, cuadros, mapas, ingreso de fotografías, diagramas de 
barras y gráficos bidimensionales; la clasificación de la información se 
realizará en tablas brutas para luego analizar la procedencia de cada animal 
positivo a brucelosis. Los datos obtenidos se representarán en gráficos 
estadísticos realizados en el software de Excel 2010.  
 
Se determinó el índice Kappa ( ) entre las pruebas RB y SAT-EDTA para 
conocer su grado de concordancia (Cuadro 8) 
 
Resultados 
prueba 1 
Resultados prueba 2 
Positivo Negativo 
Positivo a B 
Negativo c D 
 
Pe
PePo



1
  
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Donde: 
Proporción de concordancia observada (OP):  
           ; 
Donde  
n         
Proporción de concordancia esperada (EP): 
   {[       ]   [       ]}   {[       ]  [       ]} 
 
Cuadro 9.- Escala de valoración de kappa 
Valor de Kappa Concordancia 
< 0.20  Pobre 
0.21 – 0.40  Débil 
0.41 – 0.60  Moderada 
0.61 – 0.80  Buena 
0.81 – 1.00  Muy buena 
 Fuente: López & Fernández , 2001) 
Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando el software estadístico 
“R” versión 3.0.1 (2013). 
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CAPÍTULO IV 
RESULTADOS 
Presentación de Resultados 
De los 282 bovinos que fueron muestreados el 3,19% (9/282) 
resultaron positivos a la prueba serológica RB; mientras que, el 3,90% 
(11/282) fueron positivos a SAT-EDTA y, de los 283 porcinos no se 
encontraron resultados positivos a las pruebas serológicas. Las 
características de la muestra se encuentran detalladas en los anexos del B al 
F. 
De los 11 animales seropositivos solo de 5 animales se aisló Brucella spp. 
(Tabla 1). De estos aislamientos, 3 correspondieron a B. abortus biotipo 4 y 2 
aislamientos a B. abortus biotipo 1 cepa de campo. De 2 animales 
seropositivos se obtuvo crecimiento tanto en bazo como en ganglio linfático 
y, luego de analizar estos aislamientos por pruebas bioquímicas se las 
identificó como una misma cepa (Brucella abortus 1 cepa de campo). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 50 
Tabla 1.- Aislamientos obtenidos a partir de los órganos de los animales seropositivos a RB y SAT-EDTA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nota: Se considera a un animal positivo a partir de las 30 UIA. 
UIA: Unidades Internacionales de Aglutinación 
RB: Rosa de Bengala 
SAT-EDTA: Seroaglutinación Lenta en Tubo en presencia de 
EDTA 
POS: Positivos 
NEG: Negativo 
GLR: Ganglio Linfático Retromamario 
B: Bazo 
H: Hígado 
a
: Corresponde a la misma cepa obtenida del GLR 
Elaboración: El Autor 
 
Del ganglio linfático Retromamario se obtuvo el 45,45%(5/11) de aislamientos, del bazo 18,18% (2/11). No 
habiéndose obtenido ningún aislamiento del hígado. 
Código  
del 
Animal 
Serología Aislamiento Órgano Cepa 
RB RB- 
Grado de 
Aglutinación 
SAT-
EDT
A 
UIA GLR B H 
24 POS ++++ POS 800 SI ✓ - - Brucella abortus 4 
53 POS ++++ POS 3200 SI ✓ - - Brucella abortus 4 
78 POS ++++ POS 3200 SI ✓ ✓
a
 - Brucella abortus 1 
92 POS + POS 30 NO - - - - 
133 POS ++++ POS 400 NO - - - - 
197 NEG - POS 30 NO - - - - 
203 POS ++ POS 50 NO - - - - 
205 NEG - POS 30 NO - - - - 
224 POS +++ POS 200 NO - - - - 
273 POS +++ POS 240 SI ✓ ✓
a
 - Brucella abortus 1 
275 POS +++ POS 6400 SI ✓ - - Brucella abortus 4 
      45,45% 18% 0%  
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Tabla 2.- Resultados de la biotipificación de los aislamientos obtenidos 
 
C19: Cepa 19 Control positivo (Brucella abortus 1) 
CBG-: Cocobacilos Gram Negativos. 
L: Colonias en fase lisa 
B: Cepa obtenida a partir del Bazo 
 
Fuente: Investigación Directa 
Elaboración: El Autor
 
 
Código 
del Animal 
Morfología Pruebas Bioquímicas 
C
O
2
 
Crecimiento en medios 
coloreados 
Aglutinación con 
 Sueros 
Monoespecíficos 
Cepa 
M
ic
ro
s
c
ó
p
ic
a
 
M
a
c
ro
s
c
ó
p
ic
a
 
C
a
ta
la
s
a
 
O
x
id
a
s
a
 
U
re
a
s
a
 
H
2
s
 
T
io
n
in
a
 2
u
g
/1
m
l 
T
io
n
in
a
 2
0
u
g
/m
l 
T
io
n
in
a
 4
0
 u
g
/m
l 
F
u
s
h
in
a
 2
0
u
g
/m
l 
S
a
fr
a
n
in
a
 
1
0
0
u
g
/m
l 
A M AM 
C19 CBG- L ++++ ++++ +(24h) ++++ - - - - + + + - - 
Brucella abortus 1 
(C19) 
24 CBG- L +++ ++++ +(24h) ++++ + + - - + + - + + Brucella abortus 4 
53 CBG- L ++++ +++ +(24h) +++ + + - - - - - + + Brucella abortus 4 
78 CBG- L ++++ +++ +(24h) +++ + + - - + + + - + Brucella abortus 1 
78(B) CBG- L ++++ +++ +(24h) ++++ + + - - + + + - + Brucella abortus 1 
273 CBG- L ++++ +++ +(24h) ++++ + + - - + + + - + Brucella abortus 1 
275 CBG- L ++++ + +(24h) ++++ + + - - + + - + + Brucella abortus 4 
275(B) CBG- L ++++ + +(24h) ++++ + + - - + + - + + Brucella abortus 4 
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Con los resultados de las pruebas bioquímicas, el crecimiento en medios 
coloreados y de aglutinación con sueros monoespecíficos (Tabla 2) se 
identificaron utilizando el anexo A, a Brucella abortus 1 (cepa de campo) y Brucella 
abortus 4. 
 
Procedencia de los animales positivos al aislamiento  
De los 5 animales positivos al aislamiento el 80% (4/5) provinieron de la Parroquia 
San José del Cantón Montúfar y el 20% (1/5) de la parroquia González Suárez del 
cantón Tulcán (Tabla 3 y Gráfico 4). 
Tabla 3.-Procedencia de los bovinos positivos al aislamiento 
bv: Biovariedad 
Fuente: Investigación Directa 
Elaboración: El Autor 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cantón Parroquia  
Feria 
 
Aislamiento 
Brucella 
abortus 
San 
Gabriel 
Tulcán NO SI bv1 bv4 
Tulcán Tulcán  - 1  - 
1 
(20%) 
1  
Montúfar San Gabriel  4 -  6 
4 
(80%) 
1 3 
Total  4 1  6 5 2 3 
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Gráfico 4.-Mapa de la provincia del Carchi y las parroquias de donde proceden los 
bovinos positivos al aislamiento. 
Fuente: Investigación Directa 
 
Elaboración: El Autor 
 
Tabla 4.-Características de los animales positivos al aislamiento y la biovariedad 
de Brucella abortus 
bv: Biovariedad 
En la Tabla 4 se puede observar que los todos aislamientos obtenidos 
corresponden a hembras Holstein Fresian mayores a 4 años. 
Código del 
Animal 
Brucella abortus 
Raza 
Edad 
(años) 
Sexo Gestación 
bv1 bv4 
24  ✓ Holstein 5 Hembra NO 
53  ✓ Holstein 6 Hembra NO 
78 ✓  Holstein 4 Hembra NO 
273 ✓  Holstein 5 Hembra NO 
275  ✓ Holstein 5 Hembra NO 
IMBABURA 
COLOMBIA 
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Tabla 5.- Unidades Internacionales de Aglutinación (UIA) vs. Crecimiento 
 
 
 
 
 
UIA: Unidades Internacionales de Aglutinación    bv: Biovariedad 
Fuente: Investigación Directa 
Elaboración: El Autor 
 
Se clasificaron a los 11 animales positivos a SAT-EDTA en dos grupos de acuerdo 
a las UIA obtenidas (Tabla 5). De los cuales el 60% de aislamientos se obtuvieron 
de los animales cuyo título de anticuerpos estaba entre 3200 y 6400 UIA. 
 
  
UIA n % 
Aislamiento 
 
Brucella 
abortus 
NO SI bv1 bv4 
30-3199 8 72,72 6 2 (40%)  1 1 
3200-6400 3 27,27 0 3 (60%)  1 2 
TOTAL 11 100 6 5  2 3 
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Análisis e Interpretación de Resultados 
 
 
Prueba Kappa:  
Tabla 6.- Frecuencias de los resultados de las pruebas serológicas aplicadas 
 
 
 
 
RB: Rosa de Bengala 
SAT EDTA: Seroaglutinación lenta en tubo en 
presencia de EDTA 
 
Fuente: Investigación Directa 
 Elaboración: El Autor 
 
Cálculo de índice Kappa:  
 
k= 0,8133 
La correlación entre las dos pruebas serológicas fue de 0,8133, considerada como 
buena. 
 
Regresión Logística 
Al utilizar la variable numérica “UIA” (independiente), y aplicando la regresión 
logística de la variable dependiente “aislamiento” se logró calcular que la 
probabilidad de aislamiento aumenta de forma exponencial hasta las 800 UIA 
(Gráfico 5), es decir, la posibilidad de obtener aislamiento se incrementa cuando el 
título de anticuerpos en SAT-EDTA es mayor. 
Pe
PePo
Kappa



1
SAT-
EDTA 
RB 
Total 
+ - 
+ 9 2 11 
- 0 271 271 
Total 9 273 282 
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UIA: Unidades Internacionales de Aglutinación 
 
Gráfico 5 .- Curva de Regresión Logística 
Fuente: Investigación Directa 
 
Elaboración: El Autor 
 
 
Tabla 7.- Análisis de Regresión Logística 
 Estimación 
Error 
Estándar 
Valor Z Pr (>z)  
Intercepto -3.1861 1,9297 -1,6551 0,0987 
UIA 0,0077 0,0058 1,306 0,1917 
UIA:Unidades Internacionales de Aglutinación. 
Fuente: Investigación Directa 
 
Elaboración: El Autor 
 
Al realizar el análisis de regresión logística, como se visualiza en la tabla 7, se 
encontró que la probabilidad de aislamiento aumenta 0,1917 veces con cada 
incremento de las UIA. 
 
  
 57 
Discusión de Resultados 
 
Bovinos 
 La hipótesis planteada en el presente estudio se comprobó al obtener 5 
aislamientos a partir de las muestras biológicas provenientes de los 11 bovinos 
seropositivos. Las cepas aisladas e identificadas en este estudio provienen del 
cantón Montufar (2 cepas Brucella abortus 4 y 1 cepa Brucella abortus 1 cepa de 
campo), y del Cantón Tulcán (1 cepa Brucella abortus 4 y 1 cepa Brucella abortus 
1 cepa de campo) las cuales corresponden a las mismas cepas encontradas en el 
estudio realizado por Ron-Román et al., 2006 en la zona norte del país. Estas 
biovariedades son consideradas de distribución mundial (Godfroid et al., 2010) y 
coinciden con las biovariedades reportadas para el Ecuador (B. abortus 1, 4) en el 
estudio de Lucero et al.,2008 y Ron-Román et al, 2006. Esto demuestra que, si 
bien no se han reportado nuevas especies desde el 2006, estas tampoco han 
podido ser controladas y/o eliminadas de la zona, pese a la existencia del 
programa nacional de control de brucelosis bovina con Resolución Sanitaria No. 
025, en el año 2008 (AGROCALIDAD, 2009). 
 Todos los aislamientos logrados en este estudio se obtuvieron a partir de 
muestras biológicas provenientes de hembras mayores a 4 años que, a su vez se 
relaciona con lo enunciado por Perea & Arenas, 2008,) quienes mencionan que las 
hembras e individuos sexualmente maduros son más susceptibles a contraer 
brucelosis. 
 El resultado negativo al aislamiento de Brucella spp., a partir de los órganos 
de los 6 animales seropositivos (6/11) es atribuido a varios factores entre ellos: 
primero, el título de anticuerpo presentado para la prueba SAT-EDTA fue bajo 
(30UIA) y al ser esta una prueba que determina etapa aguda de la enfermedad, 
nos indica que la infección podría ser reciente y que posiblemente las bacterias no 
se encontraban aún en cantidad suficiente como para ser aislada en los órganos 
procesados; segundo, Brucella spp., es considerada una bacteria de crecimiento 
lento (Moriyon et al., 2001), por lo cual otras bacterias podrían crecer más rápido y 
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evitar u ocultar el crecimiento de Brucella, considerando a la muestra como 
negativa al aislamiento o muestra contaminada, lo cual se observó en este 
estudio. Finalmente, las pruebas serológicas utilizadas tienen el problema de 
presentar reacciones cruzadas con otras bacterias que comparten características 
similares con el polisacárido O de Brucella como son: Yersinia enterocolitica O:9, 
Pseudomonas maltophiliaS555, Vibrio cholera O1, E. coli O157:H7, Xanthomonas 
maltophilia y Francisella tularensis(Sbriglio et al.,2003). 
 
Aislamiento 
 A partir de las muestras de ganglios y vísceras de los bovinos seropositivos 
se logró aislar el 45,45% de cepas de Brucella spp. Al comparar este trabajo con 
el estudio realizado en una población similar por Herr et al., 1982, en el cual se 
menciona que lograron el aislamiento del 86% de sus reactores seropositivos, se 
puede argumentar que este resultado (86%) se deba al tipo de prueba serológica 
utilizada. Es así que, para el presente estudio se utilizaron las pruebas serológicas 
RB (Sensibilidad: 87% y Especificidad 97,8%) y SAT-EDTA (Sensibilidad: 81,5% y 
Especificidad: 98,9%) (Jacques Godfroid et al., 2010) que presentan una 
sensibilidad y especificidad menor a la prueba de Fijación del Complemento 
(Sensibilidad:91,9% y Especificidad:99,9% ) utilizada por Herr et al.,1982 (sic). 
En el presente estudio se pudo observar que al aplicar la prueba RB la 
probabilidad de obtener aislamiento fue de 55,55% (5/9), mayor a la probabilidad 
aplicando la prueba SAT-EDTA 45,45% (5/11), se asume que se debe a que la 
prueba RB detecta periodos tardíos de la enfermedad (IgG), es decir cuando la 
bacteria ya ha provocado septicemia en el animal y está acantonada en los 
ganglios linfáticos (Saegerman et al., 2011), órganos a partir de los cuales se 
realizaron los aislamientos.  
 La concordancia estadística entre las dos pruebas serológicas utilizando la 
prueba Kappa fue de 0,813, no fue más alta debido a que RB y SAT-EDTA 
detectan distintos anticuerpos que corresponden a los estadios crónico (IgG) y 
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agudo (IgM) de la enfermedad respectivamente (Castro et al., 2005), es decir, no 
siempre se detectará la misma cantidad de animales positivos cuando las dos 
pruebas son aplicadas a una misma población, tal y como ocurrió en este estudio. 
 De acuerdo a la patogenia de la enfermedad, cuando el título de 
anticuerpos IgM aumenta, coincide con una fuerte respuesta inmunitaria contra 
bacterias del género Brucella que activamente se están multiplicando en el 
individuo (Godfroid et al., 2010), este fenómeno logró cuantificarse mediante la 
aplicación del modelo de regresión logística, es así que cuando el título aglutinante 
en SAT aumenta, asimismo lo hace la probabilidad de aislamiento y, a partir de las 
800 UIA, es posible aislar el agente causal (Gráfico 2). 
 La mayor cantidad de aislamientos obtenidos por este estudio fueron 
realizados a partir del ganglio linfático supramamario 5/11 (45,45%), esto se debe 
a que las aferencias que recibe este ganglio provienen de la ubre, vulva (Sisson et 
al., 1999) órganos en los que usualmente Brucella spp., viene a desarrollarse (C 
Saegerman et al., 2011). Por otro lado, la poca cantidad de aislamientos obtenidos 
del bazo 18,18% (2/11) se debe a que este órgano es el encargado de filtrar los 
antígenos de la sangre (Tizard 2009) y, si el animal no se encuentra en una fase 
septicémica, la oportunidad de aislamiento será mínima, y esto es lo que 
probablemente ocurrió con el bazo de los animales del presente estudio, de los 
que se logró obtener 2 aislamientos. 
 Autores como Acha & Szyfres, 2001, señalan al hígado (parte del Sistema 
Retículo Endotelial) como un órgano del cual se puede obtener aislamientos, ya 
que contiene a las células de Kupffer (fagociticas) que pueden albergar bacterias 
del género Brucella (Akritidis et al. 2007), sin embargo, el presente trabajo no 
obtuvo ningún aislamiento, probablemente se debió a la poca cantidad de 
bacterias en el hígado o a la etapa de la enfermedad. 
 
Biotipificación 
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 El alcance de este estudio permitió diferenciar entre cepa vacunal C19 
(control positivo), y la cepa de campo Brucella abortus 1, ya que, la cepa 19 
presenta las mismas respuestas a las pruebas bioquímicas, a la aglutinación con 
sueros monoespecíficos que la cepa de campo, con la diferencia que la cepa 19 
no crece con Tionina (2ug/ml) en el medio de cultivo (OIE 2013), la misma 
metodología fue aplicada en los estudios realizados por Thomas et al., 1981, y 
Whatmoreet al., 2007, logrando diferenciar exitosamente estas dos cepas. 
 Existen inconvenientes con las pruebas bioquímicas al momento de 
identificar las biovariedades, ya que la respuesta bioquímica depende de 
condiciones ambientales, de la preparación de medios y reactivos, la cantidad y el 
tiempo de crecimiento de la cepa evaluada (Godoy et al., 2008), es así que, en 
este estudio se observó una respuesta diferente ante la prueba "crecimiento en 
medios coloreados" en la cepa de Brucella abortus 4 del animal # 53, la cual no 
creció en los colorantes fushina y safranina cuando la bibliografía menciona que 
este biotipo debe crecer ante la presencia de este tipo de colorantes(Saegerman 
et al,. 2011; Godfroid et al., 2010). 
 El presente trabajo de investigación logró biotipificar la mismas 
biovariedades de Brucella abortus (1, 4) que producen enfermedad en las 
personas, así lo demuestra el estudio realizado por Ron-Román et al., 2012, que 
señala que un mayordomo contrajo la enfermedad por Brucella abortus 1; y el 
estudio realizado por Calva et al.,2007 que logró aislar Brucella abortus 4 de un 
lavador de vísceras en el antiguo camal de Tulcán, esto evidencia que la 
enfermedad continúa afectando a la salud de esta población y que, estas 
biovariedades serían las causantes de posibles brotes para lo cual el Ministerio de 
Salud Pública y la comunidad vinculada a la praxis médica deben estar 
preparados.  
 Este estudio evidenció que se sacrifican animales positivos a brucelosis, sin 
conocimiento de su estado sanitario y que a pesar que el Centro de Faenamiento 
de Tulcán cuenta con las instalaciones para el sacrificio sanitario, esta medida no 
ha logrado ser concretada, debido a la falta de laboratorios especializados en el 
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diagnóstico de brucelosis cerca de la localidad que identifiquen los casos 
positivos, a la deficiente socialización interinstitucional y a la falta de recurso 
humano preparado en el área que supervise el correcto sacrifico de los animales 
positivos a brucelosis.  
 Todas estas actividades deben realizarse conjuntamente por las dos 
instituciones (Centro de Faenamiento y AGROCALIDAD), encaminadas al 
cumplimiento de la Ley de Sanidad Animal que afirma en su artículo 20: 
“Declárese de interés nacional y de carácter obligatorio la lucha contra las 
enfermedades infecto-contagiosas, endo y ectoparasitarias de ganado y de las 
aves” y de esta manera entregar alimentos inocuos a la población, en este caso a 
los habitantes de Tulcán, que son los que se encuentran en riesgo por el consumo 
de productos de origen animal provenientes del Centro de Faenamiento de Tulcán 
 
Porcinos 
 A pesar de que los porcinos pueden contagiarse con Brucella 
abortus(Stoffregen et al. 2007),este estudio no obtuvo ningún caso positivo, lo que 
demuestra que los cerdos (en el rango de alcance de este estudio) no juegan un 
papel determinante en la epidemiología de la brucelosis bovina.  
 En el presente trabajo se observó una gran cantidad de cerdos 
provenientes de Colombia 63/283 (22,26%), país que registra una prevalencia de 
brucelosis porcina de 4,39% (ICA 2009), y 9 aislamientos de Brucella suis bv 1 
(Lucero et al.,2008) como la cepa causante de la enfermedad; sin embargo, en 
este estudio no se registró ningún caso positivo de los 63 animales procedentes 
del vecino país. Aún cuando no se obtuvo serología positiva, es de suma 
importancia tomar en cuenta que si la afluencia de animales continúa de la misma 
forma, en algún momento pueden ocurrir brotes por Brucella suis bv 1 en nuestro 
país, que puedan afectar a la población porcina. 
 Finalmente, el aislamiento del agente causal juega un papel trascendente, 
como ocurrió en Australia (DAFF 2009), este país en el año 1989, implanto 
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(además de las medidas de vacunación, cuarentena, trazabilidad), el aislamiento y 
biotipificación del agente causal y, a hasta la fecha no se han reportado casos de 
brucelosis en ese país, este es un ejemplo de lo beneficioso que resultaría 
implantar esta medida para lograr el control y/o erradicación de la brucelosis en 
nuestro país .  
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CAPÍTULO V 
 
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
Conclusiones 
 
1. En el presente estudio, se aislaron 5 cepas de Brucella spp., a partir del 
ganglio retromamario de 11 bovinos seropositivos; 2 de estas cepas fueron 
también aisladas del bazo, utilizando el medio selectivo Farrell. En porcinos 
no se encontraron animales seropositivos y, consecuentemente no hubo 
aislamientos. 
2. Mediante la observación macro y microscópica y pruebas bioquímicas se 
identificaron 3 cepas de Brucella abortus 4 y 2 cepas de Brucella abortus 1 
cepa de campo. 
3. Utilizando el registro de muestreo se logró determinar que los animales 
positivos a Brucella spp., procedieron de los cantones Montúfar y Tulcán de 
la provincia del Carchi. 
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Recomendaciones 
 
 Debido al bajo porcentaje de aislamiento de los órganos como bazo e hígado, lo 
más recomendable para futuros estudios es tomar únicamente ganglio linfático 
retromario para el cultivo, y conservar la cadena de frío para asegurar la 
supervivencia de las bacterias hasta su oportuno procesamiento en el 
laboratorio. 
 Mediante este estudio se sugiere que AGROCALIDAD, y el Centro de 
Faenamiento deben puntualizar acciones de cooperación y vigilancia 
epidemiológica, en el área de influencia de estudio, para la identificación de 
casos positivos y su sacrificio sanitario, con la finalidad que los trabajadores del 
matadero y las personas que consumen productos de origen bovino no sigan en 
riesgo de contraer brucelosis. 
 En base a los resultados obtenidos en este estudio, se recomienda que en el 
desarrollo de futuros proyectos de investigación se aumente el número 
muestral.  
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ANEXO A 
Características diferenciales del género Brucella, especies y biovares 
 
a = B.abortus 3 negativa, aisladas en Senegal y Guinea Bissau 
b = Algunas cepas de campo son negativas 
+/-= más cepas son positivas; -/+= más cepas son negativas 
c = B. abortus S19 no crece a 2ug/ml (1:500000 p/v) 
d = algunas cepas son inhibidas por fushina 
e = coloración intensa y rápida 
f= algunas cepas son resistentes a fucsina y safranina O 
g = crecimiento a una concentración de 10ug/ml 
 
Fuente: Saegerman et al., (2011) 
 
Elaboración: Bioq. Paulina Fernández
Fucsina 
B ásica
Saf ranina O
20ug/ml
(1:50000)
40ug/ml
(1:25000)
20ug/ml 100ug/ml A M
B.abortus 1 S  +  +  1-2h (b)  +  +/-  -  -  +  +  +  -
(strain 19) 1  + ND  1-2h (b)  +  -  - ©  - ©  +  +  +  -
2  +  +  1-2h (b)  +  +/-  -  -  -  -  +  -
3  +  +/- (a)  1-2h (b)  +  +/-  +  +  +  +  +  -
4  +  +  1-2h (b)  +  +/-  -  -  +/- (d)  +  -  +
5  +  +  1-2h (b)  -  -  +  -  +  +  -  +
6  +  +  1-2h (b)   -/+  -  +  -  +  +  +  -
9  +  +  1-2h (b)  +   +/-  +  -  +  +  -  +
B. melitensis 1 S  +  +  1-2h  -  -  +  +  +  +   -  +
2  +  +  0-30min  -  -  +  +  +  +  +  -
3  +  +  1-2h  -  -  +  +  +  +  +  +
B. suis 1 S  +  + 0-30min (e)  +  -  +  +  - (f)  -  +  -
2  +  + 0-30min (e)  -/+  -  +  -  -  -  +  -
3  +  + 0-30min (e)  -  -  +  +  -/+(f)  -  +  -
4  +  + 0-30min (e)  -  -  +  +  -/+  -  +  +
5  +  + 0-30min (e)  -  -  +  +  -  -  -  +
B. neotomae 1 S  +  - 0-30min (e)  +  -  - (g)  -  -  -  +  -
B.ovis 1 R  +  -  -  -  +   +  +  +/-  -   -  -
B.canis 1 R  +  + 0-30min (e)  -  -   +  +   -  -  -  -
A glut inación con 
sueros 
monoespecí f icos
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ANEXO B 
Distribución por grupos de edad y sexo de la muestra bovina. 
 
Fuente: Investigación Directa 
Elaboración: El Autor 
ANEXO C 
Distribución racial de la muestra y los bovinos seropositivos a RB y SAT-
EDTA 
 
  
Fuente: Investigación Directa 
Elaboración: El Autor 
TORETE-VACONA
(DE 1 A 2 AÑOS)
TORO-VACA
(MAYORES A 2
AÑOS)
TERNEROS(AS)
(MENORES A 1 AÑO)
Macho 55 57 28
Hembra 20 106 15
N
ú
m
er
o
 d
e 
B
o
vi
n
o
s 
Holstein Barrosa Normando Jersey Brow Swiss
POS 9 1 1
NEG 256 5 5 4 1
N
ú
m
er
o
 d
e 
B
o
vi
n
o
s 
  
ANEXO D 
 
Procedencia de los bovinos seropositivos a las pruebas RB y SAT. 
POS: Positivos a la Serología 
NEG: Negativos a la Serología 
Fuente: Investigación Directa 
Elaboración: El Autor 
 
 
Hembras en edad reproductiva vs. pruebas serológicas 
Gestación NEG POS %POS N % 
NO 95 7 63,63 102 82,25 
SI 18 4 36,36 22 17,74 
Total general 113 11 100 124 100 
POS: Positivo a Serología 
NEG: Negativo a Serología 
 
 
Fuente: Investigación Directa 
Elaboración: El Autor 
 
 
Cantón Parroquia 
Feria 
NEG POS N % 
San 
Gabriel 
73,75% 
(208/282) 
Tulcán 
26,24% 
(74/282) 
Tulcán 
 
25,53% 
(72/282) 
Maldonado - 3 - - 3 1,06 
Tulcán - 67 66 1(9,09%) 67 23,42 
Urbina - 2 2  2 0,71 
Montúfar 
74,40% 
(207/282) 
San Gabriel 205 2 197 
10 
(90,9%) 
207 73,4 
Espejo 
1,06% (3/282) 
San Isidro 3 -   3 1,06 
Total  208 74 171 11 282 100 
  
ANEXO E 
 
Distribución por grupos de edad y sexo de la muestra porcina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Investigación Directa 
Elaboración: El Autor 
 
  
De 1 a 6 meses De 6 a 12 meses Mayores a 12 meses
Hembra 100 37 7
Macho 109 28 2
N
ú
m
er
o
 d
e 
P
o
rc
in
o
s 
  
ANEXO F 
Procedencia de los porcinos muestreados a nivel de Cantón-Parroquia y 
Feria. 
Cantón Parroquia Otra 
Feria  
n % 
San 
Gabriel 
23,67% 
(67/283) 
 
Tulcán 
76,32% 
(216/283) 
 
Tulcán 
73,49% 
(208/283) 
Tulcán  
43 
 
151  
208 73,49 
  
Montúfar 
(4,24%) 
San Gabriel  12 -  12 4,24 
  Colombia 12 51  63 22,26 
 Total  67 216  283 100 
 
Fuente: Investigación Directa 
Elaboración: El Autor 
Mapa de la provincia del Carchi y las parroquias de donde procedieron los 
porcinos que fueron muestreados. 
 
 
 
Fuente: Investigación Directa 
Elaboración: El Autor 
 
  
ANEXO G 
 
MUESTREO 
 
 
 
SEROLOGÍA 
 
 
 
            Rosa de Bengala    SAT-EDTA 
 
 
 
  
 
ANEXO H 
BACTERIOLOGÍA 
Maceración 
 
 
Cultivo 
 
 
Cultivo en medios coloreados 
 
 
 
 
 
 
 
  
Pruebas Bioquímicas 
Ureasa 
 
 
 
 
 
 
Oxidasa 
 
 
 
 
 
 
 
Catalasa 
 
 
 
 
  
  
 
Producción de H2S 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aglutinación con sueros monoespecíficos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
